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Buněčná membrána a membránové proteiny hrají v životě buňky fundamentální úlohu. 
Pomocí transportérů a iontových kanálů komunikují s okolím a udržují buněčnou homeostázu. 
Proto je jejich poznání a charakterizace významnou oblastí základního  
i aplikovaného výzkumu. Velké rozměry buňky a nerozpustnost membránových proteinů 
ztěžují jejich studium a vyžaduje sofistikovanější přístupy, např. pro výzkum jednotlivých 
kanálů a transportérů. 
Tato práce se snaží vytvořit jednoduchý přehled nejvíce využívaných metod pro tvorbu 
umělých lipidických membrán. Jsou jimi LB film, DIB, BLM a SLB. Jejich aplikováním 
je možné zkoumat lipidové dvouvrstvy a jednotlivé proteiny. Práce dále nastiňuje postup 
příprav, výhody a využití jednotlivých přístupů a stručně popisuje membránové proteiny, 
biologické membrány a konvenční metody pro jejich studium. 
 
 
Klíčová slova: membránové proteiny, membrána, umělé lipidické membrány, LB film, DIB, 
SLB, BLM, SLB, ALB 
 
Abstract 
Cell membrane and membrane proteins play fundamental roles in cell life. Cells use 
transporters and ion channels to interact with the environment and maintain cellular 
homeostasis. Therefore, their understanding and characterization are important area 
of basic and applied research. Large size of the cell and membrane protein insolubility make 
hamper their study and requires more sophisticated approaches, e.g. for the research of 
individual channels and transporters.  
This work seeks to create a simple overview of the most used methods for creating 
artificial lipid membranes. They are LB film, DIB, BLM and SLB. They can be examined by 
applying lipid bilayer and individual proteins. The work also outlines the procedure for the 
preparation, use and benefits of different approaches and briefly describes the membrane 
proteins, biological membranes and conventional methods for their study. 
 
 





1. ÚVOD   
Eukaryotní, prokaryotní a archeální buňky ohraničuje plasmatická membrána. 
Intracelulární struktury a organely jako mitochondrie, chloroplasty, endoplazmatické 
retikulum, jádro a mnohé další jsou také obklopeny membránou (Eisenberg and McLaughlin, 
1976). Její hlavní složkou jsou lipidová dvouvrstva, která tvoří bariéru mezi vnitřním 
a vnějším prostředím buňky, a membránové proteiny. Ty hrají zásadní úlohu 
u všech organismů, u nichž 20 – 30% otevřených čtecích rámců tvoří pávě geny 
pro membránové proteiny (převážně α-helixy). Slouží např. jako iontové kanály, receptory 
a různé typy transportérů (Nilsson et al., 2005). Jejich studium je ztíženo jejich nerozpustností 
ve vodě a při jejich izolaci z buněčných membrán dochází ke konformačním a funkčním 
změnám.  
Obecnými metodami je možné určit fyziologické vlastnosti a molekulární interakce 
buněčných membrán. Ovšem komplexita membrány nedovoluje provádět kvantitativní měření 
funkce samostatného membránového proteinu (Funakoshi et al., 2006). Umělé lipidické 
dvouvrstevné membrány poskytují přirozené prostředí pro vložení membránových proteinů 
(receptorů, enzymů, protilátek, kanálů). Umožňují popsat a charakterizovat jejich funkce 
a vlastnosti (Ivnitski et al., 2000). Jsou využívány i při studiu biofyzikálních vlastností 
samotné lipidové dvouvrstvy (Nagle and Tristram-Nagle, 2000). 
 
 
2. BIOLOGICKÁ MEMBRÁNA (BM) 
  
2.1. Složení a rozměry 
Obecně je přijata představa fluidní mozaiky, která je tvořena dvouvrstvou fosfolipidů, 
integrálních a periferních proteinů. Fosfolipidy jsou amfipatické molekuly, skládající se ze 
sn-glycerol-3-fosfátu (G3P) propojeného esterovou vazbou s uhlíkatými řetězci (většinou C14 
- C20). Hydrofilní hlavička je prezentována do vodného prostředí 
 a hydrofobní část je v kontaktu s mastnými kyselinami protilehlého listu dvouvrstvy  
( Pereto et al., 2004Singer and Nicolson, 1972). 
Rozměry membrány záleží na délce a nasycenosti uhlíkatých řetězců. Hydrofobní 
jádro má tloušťku v rozmezí 3.4 – 4.4 nm (Rawicz et al., 2000) s průměrem polární části 
molekuly 0.85 – 0.9 nm podle jejího typu (Nagle and Tristram-Nagle, 2000). Průměrná 
tloušťka činí 4.25 – 5.3 nm. U některých archeí jsou v membránách známy isoprenoidní 
ethery vázané na sn-glycerol-1-fosfát (G1P) (Pereto et al., 2004). Tvoří lamelární vrstvu, 
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ve které má každá molekula dvě polární hlavičky a dva velmi dlouhé uhlíkaté řetězce (viz 




Obr. 1: Rozdíly v chemické struktuře archeální (levá) a bakteriální (pravá) membrány. Na příkladech je ukázáno, 
že archea mohou tvořit mono i dvouvrstvy a některé bakterie obsahují ve fosfolipidech vysoce nenasycené 
mastné kyseliny. Šipka naznačuje trend nárůstu propustnosti pro ionty jako protony a sodík. Membrány eukaryot 
se podobají membránám bakterií (Valentine, 2007). 
 
Variabilita lipidů je u bakterií mnohem menší než v membránách evolučně mladších 
savčích buněk, které obsahují více než 2000 druhů lipidových molekul a také steroly 
a sfingolipidy (viz Tab. 1) (Barenholz, 2002). U různých buněčných typů 
se hmotnostní poměr lipidů k proteinům v membráně liší, od 5:1 pro myelin až k 1:5 pro 
vnitřní membránu mitochondrií. Stechiometrický poměr lipidů a proteinů v membráně 
můžeme vyjádřit i procentuálním zastoupením lipidů na buněčném povrchu. To odpovídá 
65% lipidů u erytrocytů, 40% u vnitřní mitochondriální membrány a 100% u myelinové 
membrány. Zbytek povrchu membrány je tvořen pravděpodobně proteiny (Eisenberg and 
McLaughlin, 1976). 
U gram-negativních bakterií s vysokým zastoupením nenasycených mastných kyselin 
(>65%) se vyskytuje hlavně fosfatidylcholin (PC), fosfatidylethanolamin (PE), 
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fosfatidylglycerol (PG) a kardiolipin (difosfatidylglycerol – DPG). Složení vnitřní a vnější 
membrány se liší poměrným zastoupením fosfolipidů, např. u Salmonella Whimurium jsou 
ve vnější PE, PG a DPG v poměru  81:17:6, v cytoplazmatické membráně v poměru 60:33:7.  
To platí i pro eukaryotní buňky. Např. v lidských erytrocytech je fosfatidylserin (PS) obsažen 
pouze ve vnitřním listu společně s velkou částí PE, kdežto ve vnějším listu je sfingomyelin 
(SM), PC a cholinové fosfolipidy (Florin-Christensen et al., 2001) . 
U zástupce grampozitivních bakterií Clostridium botulinum, který má pouze 
cytoplazmatickou membránu, jsou čtyři hlavní fosfolipidy: PS, PE, PG, DPG (Evans et al., 
1998). 
V eukaryotních buňkách se vyskytuje více druhů fosfolipidů jako fosfatidylinositol 
(PI), lysofosfatidylcholin (LPC), PS, PE, DPG. Zastoupeny jsou také sfingofosfolipidy, 
kde páteř molekuly netvoří glycerol, ale sfingosin. Příkladem může být sfingomyelin  










PS  20.6 2 18 19.1 
PE 25 31 31.8 27.2 28.1 
PC 35  32.9 28.9 0 
DPG 6 17.5 0.4   
PG 27 22.5 1.3   
Esphingomyelin    26.9 46.2 
citace (Goldfine, 
1984) 










Tab. 1: Procentuální zastoupení fosfolipidů u různých organismů (pozn. Pro Clostridium botulinum zjišťováno 
při kultivaci kolonií ve 20°C).  
 
2.2. Symetrie 
 Zajištění asymetrie membrány je pro organismy esenciální. Za patologického stavu 
dochází ke ztrátě asymetrie a k expozici PS do vnějšího listu membrány, která indukuje 
apoptózu buněk eukaryotního organismu. Za její udržování jsou zodpovědné enzymy, které 
jsou rozděleny do tří tříd: 
1) Flipázy: ATP-dependentní transportéry, které přesouvají fosfolipdy z vnějšího listu 
do vnitřního. Jsou vysoce selektivní pro PS, který udržují na vnitřní straně membrány.  
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2) Flopázy: ATP-dependentní ABC transportéry, umisťující fosfolipidy z vnitřního 
listu do vnějšího. 
3) Skramblázy: ATP-nezávislé transportéry, jsou nespecifické přenašeče, které vytváří 
náhodnou distribuci nově syntetizovaných lipidů na endoplazmatickém retikulu nebo 
plasmatické membráně (Daleke, 2003). 
 
2.3. Transport látek  
Přes membránu mohou volně difundovat malé nepolární a nenabité polární molekuly 
jako voda. Také délka řetězců mastných kyselin (MK) souvisí s propustností vody. 
Nenasycené lipidy jsou pro vodu propustnější než nasycené. Pro ionty je membrána 
nepropustná. Je přijat názor, že se pasivní difúze malých nenabitých molekul uskutečňuje přes 
přechodné póry (Gauthier and Joos, 2007; Simon, 1974). 
 
2.3.1. Aquaporiny 
 Voda je základní a nejrozšířenější molekulou v buňce. Přes membránu může pronikat 
pouze prostou difuzí. Integrální membránové proteiny – aquaporiny slouží jako kanály 
usnadňující transport vody u bakterií, rostlin a zvířat.  
Jsou tvořeny jedním peptidovým řetězcem, který je dlouhý přibližně 270 
aminokyselin. Ze sekvence aquaporinu AQP1 bylo predikováno 6 transmembránových domén 
s intracelulárními N a C konci. U ostatních aquaporinů se předpokládá podobné molekulární 
uspořádání. Průchodnost molekul vody je závislá na uspořádání konkrétních smyček mezi 
doménami. Pokud se dvě smyčky složí do lipidové dvouvrstvy a vhodně se v ní spojí, jsou 
následně obklopeny transmembránovými (TM) doménami a mohou vytvořit hydrofilní 
průchod pro molekuly vody přes lipidovou dvouvrstvu.  
 Název aquaporiny byl dříve používán pouze pro kanály schopné transportu vody. 
Přenašeče s podobnou strukturou a schopností usnadňovat pohyb iontů a jiných molekul jako 
je glycerol, nebyly do této skupiny transportérů řazeny. Nyní je tento termín užíván pro 
všechny strukturně podobné molekuly (např. aquaglyceroporin) a jsou považovány za členy 
aquaporinů (Takata et al., 2004). 
 
2.4. Adaptace BM na teplotu 
Buňka se na nízkou teplotu adaptuje snížením nasycenosti mastných kyselin, 
zkrácením jejich délky, nebo větvením acylových řetězců methylovými skupinami (Klein et 
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al., 1999). Při vyšších teplotách naopak buňka zvýší podíl nasycených MK a index 
nasycenosti klesá (Cossins and Prosser, 1978). 
 
2.4.1. Lipidová dvouvrstva a teplota 
Při fyziologickém rozmezí teplot se lipidová dvouvrstva nachází v jedné ze dvou fází. 
Při nízké teplotě se nachází ve vysoce organizované gelové fázi (Lβ), ve které obsahuje více 
nenasycených MK v trans stavu. Při nízké teplotě se nachází ve vysoce organizované gelové 
fázi (Lβ), ve které obsahuje více nenasycených MK v trans stavu. Při vyšší teplotě přechází 
do částečně organizované krystalo-tekuté fáze (Lα), pozorované u biologicky aktivních 
membrán. V  průběhu přechodu z Lβ do Lα dochází ke zvýšení objemu a fluidity, snižuje se 
tloušťka a jednotlivé lipidy vykonávají pohyby, jako jsou axiální rotace, laterální difúze, 
trans/cis izomerizace (Pastor et al., 1991).  
 
2.5. Elektrické vlastnosti 
 
2.5.1. Kapacita  
Orientační hodnotu pro celkovou kapacitu na jednotku plochy (CT; pF cm
-2
) 
pro membránu lze nalézt pomocí rovnice pro desku dielektrika:  
 




) je tloušťka membrány, εm je permitivita materiálu tvořícího membránu a ε0 
je permitivita vakua. U jednoduché dvouvrstevné membrány složené z jednoho typu 
fosfolipidů, můžeme odhad d získat z měření CT a naopak. Ve většině případu je kapacita 
membrány z velké části určena její hydrofobní částí a hodnota d je poměrně dobře zjištěná 
od molekulárních modelů, RTG-difrakce, elektronové a neutronové difrakce (Pethig and Kell, 
1987). 
Kapacita membrány je také závislá na specifické kapacitě CM. CM je nezávislá na ploše 
membrány. Rozdílnost v tloušťce membrány, způsobená různým složením fosfolipidů nebo 




Pro charakterizaci změn specifické membránové kapacity byly použity černé lipidické 
membrány (Black Lipid Bilayer – BLM). Kapacita byla měřena při změnách různých faktorů, 
jako je membránové složení, teplota, pH a transmembránový potenciál (Gross et al., 2011). 
Pomocí BLM, které neobsahovaly proteiny, byly získány dvě typické hodnoty pro CT. 
Hodnota pro membrány tvořené asolecitinovými lipidy je 0.70 μF/cm
2
 a hodnota 
pro membrány z vaječného lecitinu je 0.94 μF/cm
2
. 
Hodnoty CT pro biologické membrány byly nejdříve získány z obřích axonů 
chobotnice, které mají velký průměr a dovolují měřit plochu a kapacitu přímo. CT byla 
odhadnuta na 1.0 – 1.3 μF/cm
2
. V nedávné době byly měřeny myší žírné buňky za použití 
Whole-cell patch clamp a získaná hodnota CT byla 1.0 μF/cm
2
. Pro sférické savčí buňky bylo 
CT získáno použitím elektro-rotační techniky. Pro tři rozdílné buněčné linie byla hodnota CT 
0.8 μF/cm
2
 (Gentet et al., 2000). U dvouvrstevné membrány je pak možné 
z CT odhadnout d nebo naopak (Pethig and Kell, 1987). 
 
2.5.2. Elektrický odpor 
Elektrický odpor nemodifikované membrány je podobný jako u BLM připravených 











můžeme docílit použitím antibiotika gramicidinu. Jeho použitím se tak membrána stane 
1 000x až 100 000x propustnější pro různé ionty (Montal and Mueller, 1972). 
 
 
3. OBECNÉ METODY PRO ZKOUMÁNÍ MEMBRÁN A MP 
  Zde jsou uvedeny některé obecné metody umožňující výzkum MP a BM, které 
jsou velice rozšířené i v mnoha dalších oblastech výzkumu buněčné a molekulární biologie. 
 
3.1. Totální vnitřní odrazová fluorescence (TIRF) 
TIRF je velmi hojně využívaná metoda pro studium vazebných událostí odehrávajících 
se na rozhraní dvou fází. Hloubka průniku je od 45 – 200 nm a určuje ji použitý laser 
a optické vybavení.  
V kombinaci s umělými lipidovými membránami lze zobrazit navázání bakteriálního 
toxinu na gangliosidy (Moran-Mirabal et al., 2005), laterální pohyb jedné lipidové molekuly, 
single molecule recording  iontového kanálu (Ide and Yanagida, 1999) a zkoumat vazby 
proteinů na lipidové dvouvrstvě. Poslední příklad je hojně využíván v imunologickém 
výzkumu např. u monoklonálních protilátek (Pisarchick and Thompson, 1990).  
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3.2. Atomová hmotnostní mikroskopie (AFM) 
Tato metoda byla vyvinuta v roce 1985 Binnigem, Quatem a Gerberem. Nepoškozuje 
povrch a dokáže měřit sily menší než 10
-18
 N (Binnig et al., 1986). Lze získat elektrické, 
magnetické, topografické a mechanické informace a navíc dovoluje manipulaci se vzorky 
v řádu nanometrů. Díky vysokému prostorovému rozlišení se využívá se na reálné 3D 
zobrazení, in situ zobrazení, měření kapalin a na získání nanomechanických informací 
povrchu vzorku. 
Při studiu nativních membrán umožnila zobrazit zlomek růžové membrány bakterie 
Halobacterium halobium a ukázala dvourozměrný vzor krystalu molekuly bacteriorhodopsinu 
(Singh and Keller, 1991). Dále byla zobrazena tvorba jednovrstevných váčků (Reviakine and 
Brisson, 2000) a adsorpce neporušených PC váčků, o kritické velikosti 75nm, na slídový 
podklad při tvorbě SLB (Schonherr et al., 2004). 
 
3.3. Fluorescenční korelační spektroskopie (FCS) 
FCS byla představena na začátku sedmdesátých let minulého století. Pracuje na úrovni 
jedné molekuly (citlivost až do nanomolárních koncentrací). Navíc je méně invazivní 
a spolehlivější kvůli minimálnímu porušení systému v průběhu výzkumu. Byla využita 
na stanovení chemických a fotofyzikálních rychlostních konstant, určení lokálních 
koncentrací, rotačních a difúzních koeficientů molekul a nadmolekulárních komplexů (Kahya 
et al., 2004; Zhong and He, 2012). 
Uplatnění najde např. při studiu laterální mobility v modelových systémech membrán. 
Dva hlavní typy jsou SLB a velké jednovrstevné váčky. Je výhodná v tom, že měření 
lze provádět ve velmi malém objemu (sub-μm3) dovolujícím vysoké prostorové a časové 
rozlišení dostatečné pro jakýkoli biologicky významný transportní proces (Machan and Hof, 
2010; Petrasek et al., 2011). Umožňuje charakterizovat dynamický tvar a asociaci 
nanilopoproteinových částic s membránovými proteiny (Gao et al., 2011) . 
 
3.4. Transmisní elektronová mikroskopie (TEM) 
Tato metoda umožňuje vysoké rozlišení obrazu. Používá se k určení struktur proteinů 
a různých organických sloučenin. Dále umožňuje např. určit molekulární anatomii virové 
kapsidy v kombinaci s dalšími metodami (Downing, 1991; Newcomb et al., 1993). 
Pro studium jemných útvarů vytvářených lipidy v samouspořádavacích procesech 
se používá Cryo-TEM (viz Obr. 2). Dokáže charakterizovat přechody mezi sférickými 




Obr. 2: Cryo-TEM obrázky váčků ve vodě. Složení váčků: A 80 wt.% (weight percent) DOPE 
(dioleoylphosphatidylethanolamine) a 20wt.% SM/DOPC (dioleoylphosphatidylcholine); B 80 wt.% DOPE, 16 
wt.%DPC/SM a 4 wt.% PI/DOPS (dioleoylphosphatidylserine); C 50 wt.% DOPE a 50 wt.% DOPC/SM. 
Měřítko pruhu_ 100 nm (Waninge et al., 2003). 
 
3.5. Rentgenová strukturní analýza (RTG-difrakce) 
Technika RTG-difrakce používá měkké rentgenové záření vhodné pro vzorky, které 
jsou příliš tenké pro světelnou mikroskopii a příliš silné pro elektronovou mikroskopii. 
Zobrazení vzorku při nejvyšším možném rozlišení je limitováno jeho krystalizací (Miao et al., 
1999). U jedné modifikace však není nutné vzorek krystalizovat, a přesto se získá 3D 
zobrazení celých zmražených hydratovaných buněk v rozlišení 10 nm a lepším (Miao et al., 
2008).  
Nejvíce se využívá pro získávání proteinových struktur. Bylo popsáno více než 60 000 
proteinových struktur pomocí RTG-difrakce, elektronové mikroskopie a NMR. Nicméně 
strukturní informace pro velké multiproteinové komplexy a membránové proteiny jsou 
vzácné. V roce 2011 bylo určeno méně než 300 unikátních struktur membránových proteinů 
(Hunter et al., 2011). Existuje tisíce struktur rozpustných proteinů, ale jen přes 
20 membránových. Krystalizace membránových proteinů je komplikována jejich 
amfipatickou povahou a obtížným získáváním dostatečného množství velmi čistého 
a stabilního proteinu (Fyfe et al., 2001).  
 
3.6. Nukleární magnetická rezonance (NMR) 
Tato technika se začala používat ve strukturní biologii od roku 1970. Je využívána 
pro studium dynamiky, struktury a funkce biomolekul. U proteinů lze studovat např.: 
jak proteinová dynamika přispívá k termodynamické stabilitě funkčního stavu a jakou má 
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úlohu v katalytické funkci proteinu; v molekulárně rozlišovacích procesech; ve vazbě ligandů 
do míst, která jsou za normálních okolností skryta, atd.  Časová škála, ze které je možno 
obdržet informace dynamice pohybu, je v rozmezí od pikosekund po sekundy (Mittermaier 
and Kay, 2006). Také nahrazuje metody jako chromatografie na tenké vrstvě (TLC), iontová 
chromatografie, plynová chromatografie (GC) a vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
(HPLC) při studiu lipidů a mastných kyselin (Adosraku et al., 1994). 
Při výzkumu biomembrán byla NMR použita na získání informací o lokalizaci léčiv 
a rozpouštědel v lipidové matrix, k určení interakcí lipid-protein a laterální organizaci lipidů 
(Gawrisch et al., 2002). Při studiu membránových proteinů je možné sloučit NMR se SLB 
a napodobit tak prostředí buněčné membrány (Mahalakshmi et al., 2007). 
 
3.7. Anisotropie fluorescence 
Metodou anizotropní fluorescence je možné zkoumat dynamiku a interakci 
biomolekul. Využívá se např. pro určení struktury, flexibility, agregace, konformačních změn, 
intramolekulárních vzdáleností v biomolekulách, biologické funkce a mezimolekulárních 
vazeb. Dále ke studiu difúzního pohybu polymerů a membránových komponent v časovém 
rozmezí od 1 ns po 1 μs (Schroder et al., 2005; Velez and Axelrod, 1988). 
Pro popis rychlých pohybů proteinové dynamiky jsou využívány fluofory s krátkou 
dobou života excitovaného stavu. Naopak pro pohyby velkých subdomén 
a celých proteinů slouží fluofory s dlouhou dobou života excitovaného stavu. Dále 
se fluorofory dělí podle hydrofobnosti/hydrofilnosti. Různé typy hydrofilních sond umožňují 
měřit viskózní vlastnosti buněčné cytoplasmy a lipofilními fluorescenčními látkami viskozitu 
membrán (Dix and Verkman, 1990; Yengo and Berger, 2010). 
 
 
4. UMĚLÉ LIPIDICKÉ MEMBRÁNY (ALM) 
 Následující metody umělých lipidických membrán v kombinaci s předešlými 
technikami umožňují velice detailní pochopení různých buněčných fenoménů, 
které se odehrávají na membráně, nebo se týkají membránových proteinů.  
 
4.1. Supported lipid bilayers (SLB) 
SLB se využívají pro výzkum biosensorů. Výhodou této metody je možnost 
kombinovat ji s metodami pro povrchovou analýzu, mezi které patří povrchová plasmonová 
resonanční spektroskopie a elektrochemické metody za předpokladu, že podklad je elektricky 
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vodivý (Romer and Steinem, 2004). Slouží jako matrix pro inkorporaci receptorů a při studiu 
buněčné adheze v imunologických odpovědích. Umožňují navrhnout fantomové buňky 
s dobře definovaným rozložením mobilních a imobilizovaných receptorů regulovaných sílami 
klíč-zámek (Sackmann, 1996). Další aplikaci naleznou při určování vlivu koncentrace ligandu 
v roztoku na tok iontů skrz ligandem řízené kanály (Steinem et al., 1997) a pro charakterizaci 
transmembranového protonového transportu (McBee et al., 2006). Oproti BLM je tato metoda 
stabilnější a robustnější (viz Obr. 3) (Castellana and Cremer, 2006). 
 
 
Obr. 3: Schematický diagram pevně podporovaných fosfolipidových dvouvrstev. Membrána je oddělená od 
substrátu 10 – 20 Å silnou vrstvou vody (Castellana and Cremer, 2006). 
 
 
4.2. Černé lipidické membrány (Black lipid membrane – BLM) 
BLM získaly svůj název ze vzhledu, který mají v optickém mikroskopu. 
Jsou významným a zajímavým membránovým modelem, protože je možné snadno 
nadefinovat jejich složení a ovládat vlastnosti okolí pomocí vložených elektrod na obou 
stranách oddílu. To umožňuje elektrické sondování dvouvrstvy. Jejich mechanická odolnost 
je vhodná pro sestavení chemických senzorů a molekulární elektroniky. Využívají se 
pro zkoumání různých biofyzikálních procesů. Jedním z nich je formování iontových kanálů 
v lipidových dvouvrstvách antibiotiky, peptidy, proteiny a dalšími pórotvornými molekulami 
(viz Obr. 4) (Castellana and Cremer, 2006; Ovalle-Garcia and Ortega-Blake, 2007).  
Dále dovolují určit funkční vlastnosti nesouvisející se strukturou, jako je přesun 
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proteinových jednotek skrz kanál a translokaci náboje skrz aktivní pumpy (Winterhalter, 
2000).  
 
Obr. 4: Stochastické snímání s použitím BLM. Pórotvorný protein, jako je α-Hemolysin, může být použit ke 
snímání navázání jedné molekuly uvnitř iontového kanálu. Při procesu navázání pozorujeme snížení průtoku 
proudu skrz pór v přítomnosti analytu (Castellana and Cremer, 2006). 
 
4.3. Langmuir – Blodgett film (LB film)  
  Tato technika dostala své jméno po Irvingovi Langmuirovi a Katharine Blodgettové, 
vědcích z General Electric Company v první polovině dvacátého století. Langmuir  získal 
roku 1932 Nobelovu cenu za chemii za jeho výzkum v chemii povrchu, kde použil plující 
monovrstvy pro studium mezimolekulárních sil. Vyvinul několik nových technik pro studium 
monomolekulárních filmů, které jsou používány dodnes. Spolu s Kathrine Blodgettovou 
vylepšil metodu přenosu plující monovrstvy na pevný podklad.  
V moderních studiích se LB filmy využívají ve dvou oblastech výzkumu. První oblast 
je studium fyzikální povahy a struktury monovrstev a filmů. Druhá oblast 
se zabývá aplikacemi využívajícími možnost připravit tenké a definované filmy (Talham et 
al., 2008). 
 
4.3.1. Techniky spojování monovrstev 
Tato technologie je založena na vlastnostech organických molekul, jako jsou lipidy, 
fosfolipidy nebo glykolipidy, zorientovat se na rozhraní kapalné a plynné fáze vzduchu 
a vody. Tímto minimalizují svou volnou energii a tvoří nerozpustný Langmuirův film (Girard-
Egrot et al., 2005).  
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V technice tvorby LB filmu je postup rozdělen do dvou fází (viz Obr. 5). V první fázi 
se tvoří jedna vrstva molekul na vodní hladině. Vrstva má tloušťku pouze jedné molekuly 
díky silným anizotropním interakcím organických molekul s vodou. Tato vrstva je zpočátku 
nehomogenní a volně složená. Snížením plochy vodní hladiny dojde 
k přiblížení molekul a tvorbě homogenní vrstvy. Ve druhém kroku je jednotná monovrstva 
přenesena na podklad. Nanesení materiálu je možné opakovat vícekrát a tím vytvořit film 
o definované tloušťce. Kritická část postupu zahrnuje existenci silných anizotropních 
interakcí mezi molekulami, proto molekuly v monovrstvě nemají tendenci preferovat svůj 
vlastní typ a nekrystalizují (Peterson, 1990). 
 
 
Obr. 5: Princip Langmuir–Blodgett techniky(Girard-Egrot et al., 2005). 
 
Langmuir–Blodgettinův film je termín používaný pro monovrstvy, které byly 
přeneseny vertikálně z vody na pevný podklad jako sklo, silikon nebo křemen. Tento 
vertikální přenos je nejčastější metoda LB přenosu, nicméně je možný i horizontální přenos 
monovrstvy na pevný podklad nazývaný Langmuir–Schaefferova depozice (Talham et al., 
2008). Další způsob přenosu monovrstvy spočívá v umístění podkladu pod vodní hladinu 




Obr. 6: Schematická ilustrace různých způsobů přenosu Langmuirova filmu : (a) Langmuir–Blodgettova 
vertikální metoda, (b) Langmuir–Shaeferova horizontální metoda, (c) Horizontální precipitace; (d) Roll-To-Roll 
depozice (Zhavnerko and Marletta, 2010). 
 
 
4.3.2. Využití techniky LB filmu 
Langmuir-Blodgettova metoda s využitím molekulární a supramolekulární chemie 
nebo složitějších nanostrukturových stavebních částic (nanočástice, uhlíkové nanotrubice, 
atd.) může vést k tvorbě nových materiálů. Existuje mnoho pokusů zkonstruovat hybridní 
a vzorové materiály aplikováním LB metodiky, např. v oblasti polymerních membrán, 
elektronických a molekulárně elektronických přístrojů, plastických solárních článků 
a diod emitujících organické světlo (Zhavnerko and Marletta, 2010). 
 
4.4. Dvouvrstva na rozhraní kapičky (DIB)  
Tato metoda využívá vzniku monovrstev kolem kapiček vody, které se ponoří do směsi 
oleje a lipidů (lipid-out DIBs). Obalené kapičky jsou tak obklopeny stejným typem lipidů.  
Při tvorbě asymetrické dvouvrstvy, se umístí do každé z kapiček váčky s různým 
lipidickým složením. Ty následně fúzují s rozhraním voda/olej a vytváří monovrstvu (viz Obr. 
7). Tento přístup je výhodný díky své experimentální ceně a větší škále složení dvouvrstev 





Obr. 7:  A Symetrická lipid-out formace. B Asymetrická lipid-in formace. C Skenovací konfokální fluorescence 
z-řezů dvou kapiček obsahujících fluorescenčně značené lipidy (Hwang et al., 2008). 
 
 
4.4.1. Manipulace a aplikace  
Do dvouvrstvy lze inkorporovat iontové kanály nebo póry a elektrodami ponořenými 
do kapiček měřit procházející proud (Hwang et al., 2008). Rozměry kontaktního povrchu 
kapička/kapička nebo kapička/hydrogel mohou být reversibilně a reprodukovatelně 
kontrolovány vloženými elektrodami (Creasy and Leo, 2010) nebo externě aplikovaným 
elektrickým polem (Punnamaraju and Steckl, 2011).  
Hrozí ovšem nebezpečí protržení. Nová technika využívá elektrody obalené 
hydrogelem, které nemusí kapičku propíchnout. Lipidy z organického roztoku mohou vytvořit 
na elektrodě monovrstvu, kterou lze spojit s kapičkou za vzniku dvouvrstvy. Do toho rozhraní 
se mohou inkorporovat proteiny z vodní kapičky (Creasy and Leo, 2010). Pro manipulaci 
s kapičkami byla vytvořena technika využívající laser infračerveného světla (Dixit et al., 
2010). 
Výhodou DIB je lepší laterální mobilita lipidů oproti SLB, která ovlivňuje funkci 
proteinů. SLB jsou limitovány nehomogenitou dvouvrstvy. Přes tyto nevýhody jsou SLBs 
principiálně výhodnější pro zobrazování (Thompson et al., 2007). DIB se využívají např. 
při studiu translokace proteinových toxinů (antrax, botulotoxin) přes buněčnou membránu 
(Fischer et al., 2011).  
 
4.4.2. Uchovávání  
Pro případ potřeby lze vytvořit dlouhodobý skladovací prekurzor pro DIB. 
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Do lahvičky s vodní a organickou fází jsou přidány vodní kapičky, které mohou obsahovat 
iontové kanály. Dříve než klesnou na rozhraní voda/organická fáze, je systém zmrazen 
-80 °C metanolem. Po rozmrazení jsou kapičky přitahovány gravitační silou k rozhraní 
a vytvoří dvouvrstvu, kde je možno plnohodnotně provádět elektrická měření (viz Obr.8) 
(Jung et al., 2012). 
 
 
Obr. 8: Schématická ilustrace: A  Zmražené kapičky prekurzoru membrány v lahvičce. 
B Formace DIB po rozmražení (Jung et al., 2012). 
 
 
4.4.3. DIB Sítě (DIB Networks) 
DIB jsou oproti planárním membránám výhodné svou vyšší stabilitou 
a životností. Kapičky umožňují sestavit funkční síť propojenou membránovými proteiny 
se specifickými vlastnostmi (viz Obr. 9). Např. pomocí iontového gradientu 
a α-hemolysinu může být zkonstruována síť biobaterií. Byly využity na zkonstruování 
zařízení citlivého na světlo vložením bacteriorhodopsinu, světlem aktivované protonové 
pumpy (Hwang et al., 2007).  
Tyto sítě jsou robustní a mají dlouhou životnost. Dokonce lze mechanicky vyjmout 
jednotlivé kapičky a nahradit je novými bez protrhnutí přilehlé DIB. Jejich přeskupením 
dojde k celkové změně vlastností sítě. Využívají se ke studiu biologických fenoménů buněčné 
membrány, nebo pro výzkum membránových proteinů (Holden et al., 2007).  
Kapičky mezi sebou mohou komunikovat elektrickými signály skrz síť. K tomuto 
účelu jsou vyvíjeny proteiny, které by simulovaly chování diod včetně omezování proudu 
a usměrňování půlvln a celých vln. Výsledné vlastnosti takovéto sítě by mohly být použity 




Obr. 9: DIB network sestavená z 20 kapiček. Snímky ze stereoskopického mikroskopu. Zabarvily se 
tetramethylrhodaminem a Alexou488 připojenou k dextranu. A Kapičky byly separátně stabilizovány. Poté se 
najednou převedly a vytvořily síť. B K proražení a vytažení kapičky ze sítě se použila agarózou potažená 
Ag/AgCl elektroda. C Nepoškozená síť po odstranění kapičky. D Stabilizovaná žlutá kapička v síti na místě 
odstraněné kapičky (Holden et al., 2007)  
 
4.5. Dvouvrstva kapičky a hydrogelu (Droplet Hydrogel Bilayer – DHB) 
U metody DHB dochází k vytvoření dvouvrstvy mezi hydrogelem, ponořeným 
ve směsi oleje a lipidů, a vodní kapičkou, jejíž velikost lze kontrolovat(viz Obr. 10). Oproti 
jiným metodám má tento přístup delší životnost. Jeho aplikováním je možné zaznamenávání 
jednoho iontového kanálu (single channel recording – SCR), skenování hydrogelu z gelové 
elektroforézy, který obsahuje oddělené proteiny. V kombinaci s TIRF umožňuje studium 
inserce β-barrrelových pórotvorných toxinů, jako je α-hemolysin. Samostatně se využívá 
např. v proteomice, při objevování nových iontových kanálů (Heron et al., 2007; Thompson et 
al., 2007).  
Hydrogel zvyšuje stabilitu podporovaných struktur, která je limitovaná nosnou 
konstrukcí, náchylností na mechanické vibrace a omezením aplikovaného potenciálního 
gradientu přes membránu (Creasy and Leo, 2010). 
 
Obr. 10: A  Schéma DHB. B  Dvouvrstva kapičky zobrazená inverzním mikroskopem. C  Dvouvrstva kapičky a 
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hydratovaného podkladu je elektrický přístupná pomocí elektrod vložených do každé komponenty. 
 
4.6. Metoda padajících kapiček (Falling Droplets) 
Metoda, která se liší od tradičních přístupů využívajících směs oleje a lipidů 
na tvorbu BLM (viz Obr. 11). Tento systém poskytuje rychlé a spontánní vytvoření lipidové 
dvouvrstvy uvnitř mikrofluidní platformy s téměř 100% účinností. To vše bez použití 
externího vybavení. Umožňuje elektrická měření bez nutnosti mikromanipulace. Pokud 
kapičky obsahují proteiny, může být zaznamenáváno chování iontových kanálů. 
Systém má kónický reservoár obsahující směs lipidů a dekanu, v jejímž centru 
je umístěna elektroda, po které stékají kapky vody. Reservoár je spojen s aparaturou spodním 
mikrofluidním kanálem obsahujícím pufr. Rozdílná hustota vody a organické směsi 
způsobuje, že kapička klesá na dno kónické nádrže a vytváří BLM na rozhraní povrchu kapky 
a horního povrchu kanálu s pufrem (Zagnoni et al., 2009). 
 
 
Obr. 11: A Zařízení pro tvorbu BLMs. B-D Proces tvorby BLM výdejem kapičky na drát elektrody. 
E Schematická tvorba BLM mezi vodní kapičkou a spodním pufrem (Zagnoni et al., 2009). 
 
 
5. PATCH CLAMP 
 Je vhodným doplňkem technik umělých lipidických membrán, jelikož dovoluje měření 
na celých buňkách. Její předností je, že měření je prováděno na bilogických membránách 
různého složení. 
 
Na konci 70. let a začátkem let 80. byla tato technika vyvinuta Neherem a Sackmanem 
(Karmazinova and Lacinova, 2010). V dnešní době je standardem pro měření  napětí nebo 
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proudu při studiu bunečných membrán, kde umožňuje kontrolovat iontové složení na obou 
stranách membrány a detailně charakterizovat zavírání iontových kanálů, propustnost 
a interakce lečiv (Gonzalez et al., 1999).  
 
5.1. Patch clamp celých buněk (Whole-cell patch clamp) 
Jednou z nejúspěšnějších z těchto metod je Patch clamp celých buněk (Whole-cell 
Patch clamp). Zde je na špičku skleněné pipety částečně nasáta membrána celé buňky, která 
se utěsní. Toto spojení se nazývá seal a po jeho přetržení se zpřístupní intracelulární prostor.      
Umožňuje měření iontového proudu na celé buněčné membrány. Tento přístup ovšem 
nelze dobře zkombinovat s ostatními fyzikálními experimenty, jako jsou optické, 
fluorescenční a sondou skenovací (scanning probe) metody (Fertig et al., 2002). 
Záleží na konfiguraci Patch clamp zesilovače, na kterém ze dvou režimů záznamu 
bude pracovat. Ve „voltage-clamp“ je nahrávaným signálem transmembránový proud 
a řízeným vstupem je „clamped“ membránové napětí dodávané do zkoumané buňky, které 
je konstantní. Druhým režimem je „current-clamp“, kde vstupuje proud, který je přiváděn 
do buňky a následně se nahrávají změny v membránovém potenciálu, např. generování 
akčního potenciálu (Karmazinova and Lacinova, 2010). 
 
5.2. Inside-out a Outside-out patch clamp 
Při studiu části membrány jsou možné dva přístupy. Prvním je "inside-out" při kterém 
se pomocí mikropipety vytrhne z buněčné membrány váček, jehož rozložení lipidových listů 
odpovídá lipidovým listům membrány. Poté dojde k rozrušení váčku ze strany vystavené 
do roztoku mimo mikropipetu. Cytoplasmatická strana váčku je exponována do roztoku mimo 
mikropipetu a extracelulární strana do roztoku, který je v pipetě. 
Při „outside-out“ Patch clamp je opět na špičce pipety váček, jehož rozložení 
lipidových listů odpovídá lipidovým listům membrány. Ovšem k rozrušení váčku dojde 
ze strany exponované do roztoku v mikropipetě. Cytoplazmatická strana buněčné membrány 
je tak vystavena do roztoku v mikropipetě a extracelulární strana do roztoku mimo 
mikropipetu (Hamill et al., 1981). 
 
5.3. Patch clamp - fosfolipidová dvouvrstva 
Pomocí techniky patch clamp byly z monovrstev fosfolipidů na rozhraní voda/vzduch 
vytvořeny fosfolipidové dvouvrstvy, které mohou obsahovat různé iontové kanály (viz Obr. 
12). Malé rozměry takto vzniklé membrány dovolují studium iontových kanálu s úrovní šumu 
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a časovým rozmezím srovnatelným s klasickou bunečnou patch clamp technikou (Coronado 
and Latorre, 1983). 
 
 




6. SINGLE MOLECULE RECORDING POMOCÍ LIPIDOVÉ DVOUVRSTVY 
A PATCH CLAMP 
Zde jsou konkrétní příklady využití technik ALM a Patch clamp. Uvedený přehled 
není ani zdaleka vyčerpávající. 
 
6.1. Transport proteinů přes kanál 
Kombinace patch clamp a umělých lipidických membrán najde uplatnění při studiu 
toxinů, jako jsou antrax z Bacillus anthracis a diphtheria toxin (DT) 
z Corynebacterium diphtheriae. Patří do AB rodiny bakteriálních toxinů, které se skládají 
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z A a B fragmentů. Z fragmentu B se vytváří pór, skrz který se fragment A dostává 
do cytoplazmy. Část B fragmentů vytváří kanály v planárních lipidických membránách 
při nízkém pH, které napodobuje podmínky kyselých buněčných váčků (Donovan et al., 1981; 
Zhang et al., 2004). 
U antrax toxinu se B komponenta nazývá ochranný antigen (PA) a váže se na buněčné 
receptory zodpovědné za translokaci A komponenty, kterou tvoří letální faktor (LF) a faktor 
edému (EF), jenž se přemístí do cytoplazmy. Přidáním PA monomeru k planárním lipidickým 
membránám vedlo k tvorbě pórů i v nepřítomnosti buněčných receptorů, ale buňky 
postrádající receptory jsou vůči antraxu odolné. To proto, že u buněk je tvorba pórů je pH 
závislá, ale závislost nakonec spočívá v přítomnosti receptoru  pro PA (Wolfe et al., 2005). 
Dále bylo zjištěno, že tetraalkylamoniové ionty (od tetramethylamoniových 
k tetrahexylamoniovým) způsobují rychlou blokaci PA kanálu. Podmínkou je přítomnost PA 
domény na obou stranách membrány. Blok je uvolněn velkým pozitivním napětím 
na blokující straně (Blaustein et al., 1990).  
 
6.2. Transport cukrů skrz pór 
Planární lipidické membrány umožňují u bakterií studovat transportní systémy 
pro cukry. Např. byl zkoumán specifický trimetrický maltodextrinový kanál, neboli 
maltoporin z gramnegativní bakterie Escherichia coli. Studováním analýzy šumu 
se ukázalo, že přidáním maltózových oligosacharidů (maltóza, maltotrióza 
a maltohexosa) dochází k blokaci kanálů. Přidání cukrů snižuje průměrnou vodivost kanálů 
a indukuje nadměrný šum, ze kterého byl vyvozen závěr, že se cukr nezávisle váže na každý 
monomer.  
Kanál je vždy inkorporovaný orientovaným způsoben, což způsobuje asymetrický 
transport cukrů i iontů a současně nedovolí průchod jiným cukrům. Zatímco asymetrie 
iontové vodivosti je poměrně slabá, napětí indukované asymetrickou translokací cukru 
je velmi výrazné (Bezrukov et al., 2000; Winterhalter, 1999). 
 
6.3. Transport DNA /RNA 
Pro studium transportu DNA nebo RNA skrz póry byly použity metodiky umělých 
lipidických membrán a Patch clamp. Membrány obsahovaly protien α-hemolysin 
z grampozitivní bakterie Staphylococcus aureus, který má kanál o průměru 1.5-2.0 nm. Tyto 
rozměry umožňují průchod pouze jednořetězcové molekule (Meller and Branton, 2002).  
Průchodem elektrického proudu je možné detekovat translokaci a délku 
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jednořetězcové DNA nebo RNA skrz α-hemmolysin. Jednotlivé homopolymery (polyC, 
polyA, atd.) jsou dobře rozlišitelné zaznamenáním délky translokace a blokace proudu 
(rozsah snížení iontového toku přes póry) (Akeson et al., 1999; Meller et al., 2000).  
Byly vyřčeny názory, že v budoucnu bude díky této technologii možné zkonstruovat 
levné zařízení schopné osekvenovat až miliardu bází DNA v průběhu 6 hodin. Zařízení 
o velikost flash disku by nestálo více než 900$ (Pennisi, 2012). 
 
 
7. MEMBRÁNOVÉ PROTEINY (MP) 
 Dříve zmíněné vlastnosti lipidických membrán a technik jejich tvorby jsou pro popis 
MP zcela nezbytné. Umožnily získat znalosti, které o nich v současnosti máme. 
 
Z dosud osekvenovaných genomů patří 20 – 30% otevřených čtecích rámců 
membránovým proteinům (Krogh et al., 2001). U všech organismů hrají zásadní úlohu 
při udržování homeostázy a zastávají funkci iontových kanálů, receptorů a různých 
transportérů (Nilsson et al., 2005). 
Současně lipidové složení membrány ovlivňuje transport a třídění v průběhu 
sekretorické dráhy, účinnost translace, topologii a stabilitu výsledného proteinu, schopnost 
složení oligomerních komplexů a také enzymatickou aktivitu (Schneiter and Toulmay, 2007). 
 
7.1. Stavba 
Membránová část proteinu je tvořena hydrofobními aminokyselinami. Na rozhraní 
hydrofobního okolí membrány a hydrofilního prostředí cytosolu/extracelulárního prostoru 
dochází k interakci polárních hlaviček fosfolipidů. Preferenčními aminokyselinami, 
mezi cytosolickou částí proteinu a hydrofobní doménou jsou Lysin a Arginin (Cowan and 
Rosenbusch, 1994; Gaur and Natekar, 2010).  
 
7.2. Translokace MP 
Na endoplazmatickém retikulu eukaryot nebo plasmatické membráně archeí 
a prokaryot probíhá kotranslační inzerce proteinu. U eukaryot k tomu dochází skrz 
heterotrimerický membránový komplex, Sec61 komplex u eukaryot a SecY komplex 
u prokaryot, který tvoří translokon. Translokon ve spolupráci s navázaným ribozomem 
rozeznává vznikající transmembránový helix, 15-20 aminokyselinových zbytků dlouhý, 
na základě jeho hydrofobnosti a pouští jej přes boční otvor do lipidové dvouvrstvy (Schneiter 
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and Toulmay, 2007). Správné skládání většiny nově syntetizovaných proteinů vyžaduje 
spoluúčast molekulárních chaperonů, které zabraňují špatnému složení nebo agregaci 
v přeplněném prostředí cytosolu (Hartl and Hayer-Hartl, 2002).  
 
7.3. Topologie MP  
Některé integrální membránové proteiny mají pouze jednu doménu, která prochází 
membránou (biotopické), jiné jich mají několik (polytopické). Biotopické proteiny se dělí 
do kategorií podle vlastností jejich transmembránové domény. V průběhu biogeneze 
je N-konec integrálního membránového proteinu typu I v lumen ER, zatímco   u typu II 
je N-konec v cytoplazmě. Pokud má první transmembránová doména funkci signální 
sekvence i stop transfer sequence, jsou tyto proteiny klasifikovány jako signal-anchored 
(signálem ukotvené). C-koncem ukotvené proteiny mají signál kotvící doménu 
na nejvzdálenějším C-konci (viz Obr. 13) (Ott and Lingappa, 2002). 
 
Obr. 13: Typy integrálních membránových proteinů. Integrální membránové proteiny mohou být syntetizovány 
v mnoha různých formách. Zde jsou ukázány integrální membránový protein typu I, II, C-koncem ukotvený 
integrální membránový protein, typ II signální sekvencí kotvený protein a multi-průchozí membránový protein 
(Ott and Lingappa, 2002). 
 
7.3.1. β-barely 
Struktura β-barelu se vyskytuje ve vnější membráně mitochondrií, chloroplastů 
a gramnegativních bakterií (viz Obr. 14). U bakterií plní funkci porinů a u mitochondríí 
transportérů malých molekul (porin), umožňují translokaci proteinů a regulují mitochondriální 
morfologii.  (Paschen et al., 2003).  
Bakteriální protein vnější membrány OmpX chrání bakterii tím, že naváže 
a neutralizuje proteinové toxiny. Mechanizmus zřejmě závisí na vnějších smyčkách. Doména 
β-barelu funguje primárně jako membránová kotva, ale vnější smyčky mají také funkci 
receptorů pro různé fágy a koliciny. 
V membránových β-listech proteinů tvořících β-barely je bohaté zastoupení glycinu 
a aromatických zbytků Tryptofan a Tyrosin tvořících dva kruhy, které kontaktují rozhraní 
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lipidové dvouvrstvy na obou koncích barelu. Zbytky uvnitř nejmenších osmistranných 
β-barelů jsou těsně seskládány, takže vnitřní lumen barelu je plný polárních postranních 
řetězců. Ty interagují mezi sebou pomocí sítě vodíkových vazeb a elektrostatických interakcí. 
Rozsah β-barelů je od 8-vláknových po 22-vláknové (Tamm et al., 2004). 
 
7.3.2. Amfipatické α-helixy 
Vysoce rozšířeným strukturním motivem membránových proteinů, plasmatických 
lipoproteinů, membránově účinných toxinů a antimikrobiálních peptidů je amfipatický 
α-helix (viz Obr. 14). Strukturní výhoda vyplývá z jeho termodynamického 
polárního/nepolárního povrchu, který je shodný s rozhraním voda/lipid u micel 
a dvouvrstev (Hristova et al., 1999). 
Své hydrofobní aminokyselinové zbytky vystavují do vnitřní hydrofobní části 
membrány a umožňují tvorbu vodíkových vazeb v páteři α-helixu. Délka TM segmentů 
je v rozmezí 20 – 27 aminokyselin (Cowan and Rosenbusch, 1994; Daman et al., 2005). 
Algoritmy založené na hydrofobnosti spolehlivě dovolují identifikovat tyto domény 
z primárních sekvencí. Díky tomu byla vytvořena rozsáhlá databáze transmembránových 
domén. Strukturní informace v sekvenci MP může být statisticky vyhodnocena. Prvky 
strukturální jednoduchosti těchto proteinů naznačují existenci běžně užívaných vzorů 
v transmembránových helix - helix interakcích. Komplexita transmembránových sekvencí 
je nízká, protože dvě třetiny transmembránových zbytků obsahuje v průměru jen šest 
aminokyselin (Leucin, Isoleucin, Valin, Fenylalanin, Alanin a Glycin) (Senes et al., 2000). 
 
Obr. 14: Příklad 3D struktury membránových proteinů obsahujících neuspořádané oblasti. Jsou zobrazeny dva 
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helikální (A), (B) a dva beta (C), (D) membránové proteiny. Helikální proteiny jsou: A Amoniový kanál; 
B Protein usnadňující vstřebávání glycerolu. Beta proteiny jsou: C Monomerní porin; D E. coli transportér. 
Vrchní část (A) a (B) odpovídá extracelulárním segmentům. TM orientace porinu (C) a transportéru (D) je 
neznámá. Neuspořádané oblasti jsou zobrazeny jako červené segmenty. Číslování je v pořadí od N-konce k 
C-konci (Nugent and Jones, 2012) 
 
7.4. Acylace TM proteinů 
Kovalentní navázání mastné kyseliny je posttranslační modifikací proteinů. Mnoho 
acylovaných proteinů má významnou úlohu v buněčné funkci a struktuře. Dvě nejčastější MK 
při acylaci jsou kyselina myristová, 14 - uhlíkatá nasycená MK, a kyselina palmitová, 
16 -uhlíkatá nasycená MK (Resh, 1999). 
 
7.4.1. N-myristilace  
Hraje významnou strukturální úlohu ve stabilizaci trojrozměrné konformace proteinů. 
Např. poliovirus nevytvoří virion, dokud není jeho kapsidový protein myristilován 
a v katalitické podjednotce proteinkinázy A dojde k myristilaci hydrofobní kapsy, 
což přispěje ke strukturní stabilitě a termostabilitě proteinu. Kyselina myristová tedy nemusí 
vždy vyčnívat v proteinu (Resh, 1999).  
Myristilace a posttranslační palmitoylace u heterotrimerického G-proteinu umožňuje, 




Zvyšuje hydrofobicitu proteinu, usnadňujě interakci proteinu s lipidovou dvouvrstvou 
a může výrazně ovlivnit funkci a třídění proteinů. Dochází k ní hlavně u mnoha 
signalizačních enzymů specializovaných v mikrodoménách na cytosolické straně plasmatické 
membrány. Tím je řízena jejich integrace do konkrétních transdukčních drah (El-Husseini and 
Bredt, 2002).  
 









7.6. Pórotvorné toxiny (PFT) 
Bakteriální toxiny tvořící póry mohou být rozděleny do dvou skupin, podle 
strukturního motivu na α-PFT a β-PFT (viz Obr. 15) (Gilbert, 2002). 
Dále se dělí do různých rodin (viz Tab. 2). Největší rodina pórotvorných toxinů jsou 
cholesterol dependentní cytolysiny (CDC). Tvoří je více než 20 členů z 24 různých 
grampozitivních bakterií, jako jsou Clostridium, Streptococcus, Listeria nebo Bacillus. 
Většina CDC je produkována extracelulárně a vložena do plasmatické membrány cílové 
buňky. Póry mohou být tvořeny až 50 monomery (Gonzalez et al., 2008). 
Mnoho bakteriálních PFT je řazeno do rodiny AB toxinů. Ty se skládají ze dvou částí: 
enzymatické části A a části B, která doručuje část A do cytosolu cílové buňky, kde působí 
(Zhang et al., 2004). 
 
Toxin Typ toxinu Bakterie 
α-toxin Malý β-PFT Staphylococcus aureus 
α-toxin Malý β-PFT Clostridium septicum 
Aerolysin Malý β-PFT Aeromonas hydrophila 
Anthrax toxin AB/Malý β-PFT Bacillus anthracis 
Cry5B Malý α-PFT Bacillus thuringiensis 
Diphtheria toxin  Malý β-PFT Corynebacterium diphtheriae 
Kolicin AB/α-PFT Escherichia coli 
Listeriolysin O (LLO) CDCs (β-PFT) Listeria monocytogenes 
Perfringolysin O (PFO) CDCs (β-PFT) Clostridium perfringens 
Pneumolysin O (PLY) CDCs (β-PFT) Streptococcus pneumoniae 
Streptolysin O (SLO) CDCs (β-PFT) Streptococcus pyogenes 
Vcc Malý β-PFT Vibrio cholerae 







Obr. 15: α a β-PFT. U každého toxinu je oblast tvořící poŕ zvýrazněna tmavým zastíněním. (a) α-PFT člen 
rodiny kolicinu B sekretovaný E. coli. (b) Struktura ve vodě rozpustného aerolysinu od Aeromonas hydrophila. 
(c) Ve vodě rozpustný monomer LukF, produkovaný bakterií Staphylococcus aureus, který má podobnou 
strukturu jako α-toxin produkovaný toutéž bakterií. (d) β-PFT, člen rodiny α-toxinů, protomer produkovaný 
bakterií S. aureus, ukázaný v pórové struktuře (e,f).  
(e, f) Heptamer póru S. aureus. Zobrazení (e) kolmo k ose póru (f) dolů k ose. (g) Perfringolysin O od 
Clostridium perfringens jako příklad ve vodě rozpustného CDC monomeru. (h) Cryo-EM rekonstrukce 

















 Pochopení a popis buněčných procesů odehrávajících se na membráně je důležitou 
kapitolou buněčné fyziologie i patogenity. Mezibuněčná komunikace, vlastnosti lipidické 
dvouvrstvy, udržování homeostázy a mnoho dalších dějů by nebylo možné studovat 
bez možnosti vytvořit umělý definovaný systém napodobující přirozené prostředí.  
Černé lipidické membrány, planární membrány a různé typy kapiček jsou elegantní 
volbou při výběru metody pro experimenty ve fyziologických, mikrobiologických, 
imunologických a jiných zařízeních. Umožňují studium obecných fyzikálních vlastností 
lipidové dvouvrstvy i charakterizaci jednotlivého membránového proteinu na molekulární 
úrovni, např. iontového kanálu. Jejich příprava a manipulace s nimi je poměrně snadná 
a jednotlivé techniky mají oproti obecným technikám specifické přednosti. Navíc jejich 
modifikací mohou být vytvořena zařízení sloužící k různým účelům. Nové sekvenovací 
zařízení nukleových kyselin, elektronické senzory a „biobaterie“ už nejsou jen hudbou daleké 
budoucnosti.  
V této práci jsem se snažil vytvořit stručný přehled vybraných metod pro tvorbu 
a studium lipidických dvouvrstev, a také ukázat jejich praktickou aplikaci při výzkum 
pórotvorných toxinů, kterými bych se v budoucnu rád zabýval. Věřím, že tato oblast výzkumu 
poskytne ještě mnoho nových metod a inovací. Dále jsem uvedl stručný popis přirozených 
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